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摘要 
植物避荫反应和高温反应都需要完整的生长素合成途径。色氨酸转移酶TAA1
和黄素单氧化物酶 YUCCA介导的生长素合成途径是拟南芥生长素合成的主要途
径，介导了植物对遮荫和高温的应答。 
短时间遮荫处理抑制 TAA1的表达量，说明遮荫处理负反馈调控 TAA1的转录。
PIF7是 PIFs（PHYTOCHROME INTERACTNG FACTOR）家族中的一员，参与植物遮荫
下生长素的调控。我们发现在 pif7突变体中遮荫对 TAA1的抑制作用消失，说明
PIF7参与遮荫对 TAA1 的负调控。TAA1突变体 sav3-2中，遮荫对 TAA1的表达抑
制正常，说明遮荫对 TAA1的负调控并不是通过对生长素途径的激活负反馈调节
TAA1。 
实验室其他成员发现 TAA1启动子 P1-d区域介导了遮荫对 TAA1 的抑制。 
TPB2（TAA1 Promoter Binding 2）是一个与 TAA1启动子 P1-d区域结合的蛋白，
参与植物避荫反应和高温反应。我们发现两个 tpb2 TDNA插入突变体中遮荫对
TAA1的表达抑制消失，说明 TPB2参与遮荫对 TAA1的负调控。 
我们对 TPB2的功能进行研究。tpb2 突变体在遮荫和高温诱导的下胚轴伸长
上有明显的缺陷。5uM浓度的生长素类似物 Picloram能回复遮荫下 tpb2下胚轴
短的表型，以及遮荫下 tpb2突变体中生长素含量明显低于野生型，说明 TPB2影
响了遮荫下生长素合成。为了进一步研究 TPB2的功能，我们首先对其组织特异
性表达进行分析。我们发现 TPB2主要表达在新生的幼叶、根尖和维管束中与生
长素合成部位共定位。带有 C端 YFP标签的 TPB2（TPB2-YFP）定位于叶绿体中。
通过生物信息学分析，我们发现 TPB2中有叶绿体定位序列、核定位序列。通过
对截短的 TPB2在原生质体中进行亚细胞定位，我们确认了 TPB2 N 端有叶绿体定
位信号。去除 N端的 TPB2定位于细胞核中，但是其核定位信号并非预测的序列。 
tpb2突变体对高温诱导的下胚轴伸长也出现减弱。高温处理诱导 PIF4表达，
并由此激活生长素合成关键基因 YUC8的表达，从而提高生长素的合成。实验室
其他成员结果显示，tpb2突变体中高温诱导的 PIF4表达正常，YUC8表达缺失，
说明 TPB2可能处于 PIF4的下游，YUC8的上游。我们在酵母双杂交系统中发现
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  VIII 
TPB2与 PIF4有相互作用，说明 TPB2有可能通过与 PIF4相互作用影响 YUC8的
表达。PIF4是位于细胞核的转录因子，双分子荧光互补实验发现截短后的 TPB2
与 PIF4具有相互作用，说明在 TPB2可能通过截短进入细胞核与 PIF4相互作用
参与生长素调控。 
关键词：生长素；PIF4；TPB2 
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Abstract 
Shade avoidance and high temperature reaction require a complete auxin 
synthesis pathway.Tryptophan transferase TAA1 and flavin monooxidase 
YUCCA-mediated auxin synthesis pathway is the main route of Arabidopsis auxin 
synthesis, which mediates the response of shade avoidance and high temeperature 
reactions.  
The expression of TAA1 was dowm regulated under short-time shade treatment. 
PIF7 is a member of the PIFs family that participates in the regulation of auxin in 
shade through phosphorylation and dephosphorylation. In this paper, we found that 
down-regulation of TAA1 disappeared in the pif7 mutant indicating that PIF7 is 
involved in shade down-regulation of TAA1. TAA1 expression is normal in TAA1 
mutant sav3-2, indicating that the negative regulation of shade on TAA1 is not 
regulated by the negative feedback of the auxin pathway by TAA1. 
Other members in our labrotory found that the TAA1 promoter P1-d region 
mediates shade inhibition of TAA1. TPB2 (TAA1 Promoter Binding 2) is a protein 
that binds to the TAA1 promoter P1-d region and participates in plant shading and 
high temperature reactions. We found that two tpb2 TDNA insertion mutants in the 
shade of TAA1 expression inhibition disappeared, indicating that TPB2 involved in 
shade on TAA1 negative regulation.  
We study on the functionality of TPB2. tpb2 mutants have obvious defects in 
simulated shade and high temperature. 5uM concentration of auxin analogue Picloram 
can restore tpb2 short hypocotyls under shade. The content of auxin in tpb2 mutant 
was significantly lower than that in wild type, and TPB2 affected the synthesis of 
auxin in shade. In order to further study the function of TPB2, we first analyze the 
expression of TPB2. Through the analysis of GUS locus, it was found that the main 
tissues of TPB2 were localized in the young leaves, root tips and vascular bundles. 
TPB2 (TPB2-YFP) with C-terminal YFP tag was located in the chloroplast. Through 
bioinformatics analysis, we found that TPB2 has chloroplast localization sequence 
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and nuclear localization sequence. By subcellular localization of truncated TPB2 in 
protoplasts, we confirmed that there was a chloroplast localization signal at the 
N-terminus of TPB2. Removal of N-terminal TPB2 is localized in the nucleus, but its 
nuclear localization signal is not the predicted sequence. 
tpb2 mutants weaken the elongation of hypocotyls induced by high temperature. 
High temperature treatment induced PIF4 expression, and thus activated key gene of 
auxin synthesis YUC8 expression, thereby enhancing the synthesis of auxin. The 
expression of PIF4 in the tpb2 mutant was normal while the expression of YUC8 was 
absent, indicating that TPB2 may be in the downstream of PIF4, while in the upstream 
of YUC8. In the yeast two-hybrid system, it was verified that TPB2 interacts with 
PIF4, which indicated that TPB2 could affect the expression of YUC8 by interacting 
with PIF4. PIF4 is a transcription factor locates in the nucleus, and the interaction of 
truncated TPB2 and PIF4 has been confirmed by bimolecular fluorescence 
complementary experiments. It is shown that TPB2 may participate in auxin 
regulation by truncating into nucleus and interacting with PIF4. 
Key words: Auxin; PIF4; TPB2 
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第一章 前言 
1.1 生长素 
1.1.1 生长素合成 
生长素（auxin）是一类含有一个不饱和芳香族环和一个乙酸侧链的内源激
素，是最早发现的促进植物生长的激素。IAA，在高等植物中主要生长素形式，
可以从依赖和非依赖色氨酸（Trp）途径合成[1]。依赖于 L-色氨酸的生长素合成
途径有以下四条途径，以中间产物命名分别是 IPA（Indole-3-pyruvate）途径、
TAM（Tryptamine）途径、IAOx（Indole-3-acetaldoxime）途径以及 IAM
（Indole-3-acetamide）途径[1]（如图 1-1所示），其中 IPA快速合成途径起主
要作用。 
在 IPA合成途径由色氨酸氨基转移酶家族（TAA/TAR）和黄素单加氧酶的
YUCCA（YUC）家族介导。TAA1（Tryptophan Aminotransferase of Arabidopsis 
1）[2]及 YUCCA（flavin monooxygenase-like proteins, YUC）[3] Tao等人发现
TAA1是遮荫诱导的生长素快速合成水平变化所需的关键酶。拟南芥 TAA1基因突
变体 sav3（SHADE AVOIDANCE 3)[2]，在遮荫环境中，sav3突变体则表现出避荫
反应缺陷，如下胚轴和叶柄的伸长明显短于野生型表现出避荫反应缺陷表型[2]
（如图 1-1所示）。体外的酶学实验证明，TAA1为色氨酸氨基转移酶，可以将
L-色氨酸催化变成吲哚丙酮酸 IPA[2]，是 IPA途径合成植物内源生长素吲哚乙酸
（IAA）的关键酶。进一步的研究表明，遮荫诱导 IAA合成速率及其含量的增加
依赖于 TAA1，说明遮荫信号通过 TAA1介导的生长素合成途径提高植物体内生长
素的含量。 
拟南芥中含有 11个 YUC基因，YUCs 对于胚胎发生、幼苗生长、叶脉形成和
发育是必需的。通过激活标签分离了具有长下胚轴突变体，以试图鉴定涉及的光
信号的基因，称为 yucca的突变体之一（后来更名为 yuc1-D，At4g32540），其
在光照下生长时显示出长的下胚轴和叶偏下性（如图 1-1A所示）[4]。在完全黑
暗中，yuc1-D具有短的下胚轴并且缺乏顶端弯钩，生理和遗传证据表明 yuc1-D
确实是一种生长素过量突变体[4]。YUC基因已经在所有被测序的植物基因组中被
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鉴定，表明 YUC介导的生长素生物合成被植物广泛使用。已经表明，在矮牵牛[5]，
烟草[4]和水稻[5]中 YUC基因的过表达也导致体内生长素过量。拟南芥中单个 YUC
基因的失活不会引起明显的发育缺陷，因为 YUC基因中存在重叠功能。YUC1和
YUC4同时失活导致血管和花卉发育的显著缺陷[5, 6]。四突变植株
yuc1yuc2yuc4yuc6 的生长素含量较低，植株呈现显着的发育缺陷[3]，各种 yuc突
变体组合的详细分析已经证明，局部生长素生物合成对于植物中的所有主要发育
过程是重要的，包括胚胎发生，幼苗生长，根伸长，向地性，血管形成和花发育
[5, 6]。遗传研究清楚地表明YUC和TAA1共同参与Trp依赖性生长素合成途径，YUCCA 
位于 TAA1的下游，TAA1催化色氨酸合成 IPA后，YUCs再催化 IPA 合成 IAA[1]。
TAA1催化的反应虽然是 IPA途径的重要一步，但是它并不是一个限速酶，因为
在过表达 TAA1的植株中，不会造成生长素的积累。YUC的过表达则会造成生长
素积累，使下胚轴明显伸长，说明 YUC是一个限速酶。对于整个生命周期来说，
TAA1和 YUCCA基因的缺失会导致不同阶段及不同程度的发育异常，阻断其它的
依赖 L-色氨酸途径，所以 IPA途径可能是拟南芥中最主要的 L-依赖色氨酸的生
长素合成途径[5]。 
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图 1-1 TAA1 和 YUCCA 参与生长素合成 
Figure 1-1 TAA1 and YUCCA involve in IAA biosynthesis pathway 
 
1.1.2 生长素转运 
化学渗透假说(Chemiosmotic hypothesis)认为 IAA在细胞间的转运需要生
长素运输载体的协助。目前研究发现参与生长素运输的主要是三类蛋白，
AUX1/LAXs(AUXIN-RESISTANT 1/AUX1-LIKEs)负责生长素输入，
PINs(PIN-FORMEDs)和一些 ABCB/PGP(ATP-binding-cassette B/P-glycoprotein)
负责生长素的输出[7, 8]。PIN基因和生长素信号通路广泛存在于陆生植物[9]。拟南
芥 PIN家族有 8个成员，PIN1-4和 PIN7 有一个长亲水环，称为长 PINs，一般定
位在细胞膜上；PIN5，PIN6和 PIN8只有一个很短的亲水环，称为短 PINs，定位
在内质网上[10-12]。根尖的 PIN1，3，4和 7 定位在细胞下侧(朝向根尖一侧)，负
责生长素向根尖的运输[13] ；PIN2在根尖表皮细胞定位在上侧，负责生长素由根
尖向伸长区的运输，在根尖皮层又定位在底部，将生长素返回根尖，参与根的向
地性反应[14] 
1.1.3 生长素信号转导 
生长素出现在细胞核，胞质和内质网（ER）[15]。生长素在细胞膜和细胞核中
均被感知[16, 17]。生长素的信号转导主要通过 TIR1/AFBs介导的信号转导通路。如
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